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研究成团泛菌脂多糖"
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$作为狂犬病疫苗佐剂的可行性&方法
!

将
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小鼠
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只随机分为空白对照

组"注射生理盐水$%
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对照组"注射
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$%狂犬病病毒蛋白组"注射狂犬病病毒蛋白$%

SE2

(

实验组"注射
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和狂犬病病

毒蛋白$!分别在第
#

%
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%
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%
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天经背部皮下免疫接种共
7

次&在免疫接种后第
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%

!7

%

"!

%

5#

%

7F

%
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天采集小鼠眼内眦静脉血!分

离血清!末次采血后处死小鼠&用酶联免疫吸附试验"
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$检测血清抗狂犬病病毒
-

N

U

!并进行血液学%血液生化%脏器指数等

检查&结果
!

免疫接种
7

次后!
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能明显增强狂犬病病毒蛋白免疫小鼠产生
-

N

U

的能力"
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#9#F

$+实验期间各组小鼠未发

现明显异常表现!体质量%血液学%血液生化和脏器指数等各组间未见明显差异"
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对狂犬病病毒蛋白具有

较好佐剂效应+在本实验条件下!
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对小鼠安全性好&
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狂犬病是一种危害极大的人兽共患病!目前人感染狂犬病

病毒后一旦发病!病死率高达
!##B

!故现今防治狂犬病极为

关键和有效的措施为暴露后进行疫苗接种"尽管现用狂犬病

疫苗安全+有效!但尚存在疫苗蛋白免疫原性较弱+单独使用需

较大剂量和较复杂的接种程序+接种后抗体产生较迟及维持时

间短等不足-

!>"

.

"因此有必要对现有狂犬病疫苗进行改进!提

高疫苗免疫效果!以便更有效地预防和控制狂犬病病毒感染"

本研究室前期研究发现成团泛菌脂多糖$
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%对乙型肝炎病毒表面抗原具有较好

的佐剂效应-

5>7

.

!提示
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是一种很有潜力的疫苗佐剂"为

此!本研究尝试使用
SE2

(

作为狂犬病疫苗佐剂!以探讨其对

狂犬病疫苗免疫效果及对实验动物长期损害的影响"

!

!

材料与方法

!9!

!

材料
!

$
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%动物#健康纯系
[+,M

,

1

雌性小鼠
5"

只$体质

量
!=

!

"!

N

%由广西医科大学实验动物中心提供!清洁级!动物

合格证号#桂动许字
"###

第
##!

号"$

"

%试剂及仪器#
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由

广西医科大学免疫学教研室提供&狂犬病病毒蛋白为辽宁生物

技术公司产品!抗原含量
"9F-Z

,
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&

?E

标记羊抗小鼠购自

北京中杉金桥生物技术有限公司&抗狂犬病病毒标准阳性血清

由广西大学动物研究中心赠送&

:;

孔酶标板购自美国
3&'*+D

公司&

\C0DK&RL,*)'T+.?'10.*

全自动酶标仪+

[01TK+.3&L,>

*0DS%=F#

血液分析仪+

[01TK+.Ŝ>"#

型全自动血生化分析

仪均为美国产品"
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方法

57;5

重庆医学
"#!!

年
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月第
7#

卷第
5;

期

"

基金项目!广西自然科学基金资助项目$桂科青
#!5F#!"

%&广西医科大学博士启动基金资助项目$
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动物分组及免疫
!

将
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,

1

小鼠随机分为空白对照

组+
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(

对照组+狂犬病病毒蛋白组+

SE2

(

实验组!每组
6

只"

分别在第
#

+

=

+

!F

+

"!

天经背部皮下免疫接种!空白对照组注射

生理盐水!

SE2

(

对照组注射
SE2

(

!#

微克,只!狂犬病病毒蛋

白组注射狂犬病病毒蛋白
#9F-Z

,只!

SE2

(

实验组注射
SE2

(

!#

微克,只和狂犬病病毒蛋白
#9F-Z

,只!

SE2

(

和狂犬病病毒

蛋白注射时分别用生理盐水稀释!每只均注射
#9"KS

"

表
!

!!

各组小鼠免疫后不同时间点抗狂犬病病毒
-

N

U

滴度比较#

;_A

$

$ 6̀

%

组别 第
=

天 第
!7

天 第
"!

天 第
5#

天 第
7F

天 第
;#

天

空白对照组
!9###_#9### !9###_#9### !9###_#9### !9###_#9### !9###_#9### !9###_#9###

SE2

(

对照组
!9###_#9### !9###_#9### !9###_#9### !9###_#9### !9###_#9### !9###_#9###

狂犬病病毒蛋白组
"96#;_#9!:5 59#76_#9!5: 59"6"_#9!;! 5976:_#9!F6 59;!F_#9!F6 59:#6_#9!;!

SE2

(

实验组
"9:;"_#9";= 59"76_#9!F6 59F7;_#9!F6

"

59=#6_#9!:5

"

59676_#9!F6

"

79!#"_#9!5:

"

!!

"

#

!

$

#9#F

!与狂犬病病毒蛋白组比较"

表
"

!!

免疫后第
;#

天各组小鼠血液学检查结果#

;_A

$

$ 6̀

%

组别
@[3

$

a!#

:

,

S

%

S

$

B

%

R

$

B

%

J[3

$

a!#

!"

,

S

%

%M

$

N

,

S

%

空白对照组
!95"_#95: F79;#_!69"" 59;#_#95: 59F5_#975 F=9!=_=9=5

SE2

(

对照组
!9"F_#956 7=9=F_!"9=! 595F_#9;! 5967_#9;" F:9F#_;9=;

狂犬病病毒蛋白组
!9F=_#9"; F!9F#_!59#F 79#5_#967 597:_#9F: F59##_69:#

SE2

(

实验组
!9"6_#9"F 7;9##_!"9"= 59"#_#976 59;!_#9=F F59;#_!"9!6

续表
"

!!

免疫后第
;#

天各组小鼠血液学检查结果#

;_A

$

$ 6̀

%

组别
%1*

$

B

%

R3]

$

/S

%

R3%

$

(N

%

R3%3

$

N

,

S

%

ES\

$

a!#

:

,

S

%

空白对照组
!=9!=_!9"" 76966_"9:F !;9!5_!97; 55!955_"F9;: 56!955_;79"7

SE2

(

对照组
!69""_!96" 769:#_59F" !F9:=_#9;" 5";9"F_!"9:= 5:"9"F_779=:

狂犬病病毒蛋白组
!;9#6_"9FF 7;9!6_!9F= !F9"#_#967 5":955_!#95= 7;=955_!679;5

SE2

(

实验组
!;957_"9:7 7F976_59!= !79=;_!9#6 5"F97#_!69#" 7559"#_!#69=F

表
5

!!

免疫后第
;#

天各组小鼠血液生化检查结果#

;_A

$

$ 6̀

%

组别
USZ

$

KK&,

,

S

%

[ZG

$

KK&,

,

S

%

3D

$

#

K&,

,

S

%

\3

$

KK&,

,

S

%

\U

$

KK&,

,

S

%

OS4S>3

$

KK&,

,

S

%

空白对照组
!9:#_!9""

#

F9!5_"9F: !#F96#_5F9#F !96;_#9;F !9!7_#9": #9F"_#9!5

SE2

(

对照组
59!5_!97# F9F5_!9#6 7F9##_!F9"!

$

"9"#_#9FF !9";_#95# #9F=_#9!5

狂犬病病毒蛋白组
!9""_#9::

#

F9;!_!9;= F59;#_!"9:5

$

!9F#_#9=" !9"F_#97: #9F;_#9""

SE2

(

实验组
!9F=_#9=6

#

79::_"9#6 5:9;=_""9#5

$

!97!_#955 !95F_#9FF #9;!_#9"F

续表
5

!!

免疫后第
;#

天各组小鼠血液生化检查结果#

;_A

$

$ 6̀

%

组别
\E

$

N

,

S

%

?

$

N

,

S

%

?

,

U ?2\

$

Z

,

S

%

?S\

$

Z

,

S

%

?SE

$

Z

,

S

%

空白对照组
F79:5_!=9;; "F9=F_697# #96:_#9!= !5#9##_579F! 7!9;=_!69#; F5955_!59#!

SE2

(

对照组
;:97F_=95; 5!97=_"9": #96;_#9!= !!7955_FF957 5=9##_:9"7 F69;=_69"!

狂犬病病毒蛋白组
F!95#_!:9#F "79:=_!"9=F #9:#_#9"; !"!9##_=79=5 7"9##_!F9!7 F!9=F_!#9:#

SE2

(

实验组
;59!6_"9:! 5#9;;_59F" #9:7_#9!! !5=9"F_5#9#" 5;9"#_;9!6 F#9F#_!7975

!!

#

#

!

$

#9#F

!与
SE2

(

对照组比较&

$

#

!

$

#9#!

!与空白对照组比较"

表
7

!!

免疫后第
;#

天各组小鼠脏器指数比较#

;_A

$

K

N

&

N

$

$ 6̀

%

组别 胸腺 心 肝 脾 肺 肾

空白对照组
#9:6_#9!: F9#7_!9#F F!9#=_69=F ;95:_!975 ;975_#97: !!9"!_!9=7

SE2

(

对照组
#966_#9!F F9F6_!9"F 779:;_!"9;F F9=F_!9!" =9F!_!9"" !!9"#_"9##

狂犬病病毒蛋白组
#96F_#9!6 F9#=_#977 7"965_;9F6 F9":_!9"6 ;9F7_#9;5 !!9!!_!9";

SE2

(

实验组
#9=;_#9"7 F9"!_#9:= 7"9";_"975 ;9#:_#9=7 ;9="_!9#! !"97=_#9F;

77;5

重庆医学
"#!!

年
!"

月第
7#

卷第
5;

期
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!

血清抗狂犬病病毒抗体检测
!

初次免疫后第
=

+

!7

+

"!

+

5#

+

7F

+

;#

天!经眼内眦静脉取血!分离血清!采用酶联免疫

吸附试验$

PS-2?

%检测抗狂犬病病毒
-

N

U

滴度"设阳性+阴性

和空白对照!以未免疫小鼠血清为阴性对照!抗狂犬病病毒标

准阳性血清为阳性对照"抗体最高稀释度的计算以检测值,阴

性对照值$

E

,

G

%

&

"9!

为准!实验测定值取组内小鼠测定值的

几何平均值"

!9"9#

!

SE2

(

对小鼠长期损害观察
!

$

!

%一般症状#观察动物

的外表特征和行为活动!精神+神经+呼吸+循环+消化道症状!

粪便性状及体质量等"体质量
!F8

测
!

次!其他指标每天至

少检查
!

次"$

"

%血液学检测#免疫后第
;#

天!采集每组小鼠

血样!测定白细胞总数$

@[3

%及分类-淋巴细胞$

S

%+单核细胞

计数$

R

%.+红细胞$

J[3

%+血红蛋白$

%M

%+血细胞比容$

%1*

%+

平均红细胞容积$

R3]

%+平均红细胞血红蛋白$

R3%

%+平均

红细胞血红蛋白浓度$

R3%3

%+血小板$

ES\

%等
!#

项血液学

指标"$

5

%血液生化检测#免疫后第
;#

天!采集每组小鼠血样!

测定血糖$

USZ

%+尿素氮$

[ZG

%+肌酐$

3D

%+总胆固醇$

\3

%+

三酰甘油$

\U

%+极低密度脂蛋白胆固醇$

OS4S>3

%+总蛋白

$

\E

%+清蛋白$

?

%+清蛋白,球蛋白比值$

?

,

U

%+天门冬氨酸氨

基转移酶$

?2\

%+丙氨酸氨基转移酶$

?S\

%+碱性磷酸酶

$

?SE

%等项目"$

7

%系统解剖检查#免疫后第
;#

天!剖杀每组

小鼠!取处死小鼠实质性器官!包括胸腺+心+肝+脾+肺和肾称

质量!计算脏器指数-脏器指数
`

器官质量$

K

N

%,体质量$

N

%.!

并进行系统解剖检查"

!9#

!

统计学处理
!

以
2E22!59#

进行统计处理分析!实验数

据以
;_A

表示!样本均数的两两比较采用方差分析!以
!

$

#9#F

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"9!

!

SE2

(

对狂犬病疫苗佐剂效应观察
!

初次免疫后
SE2

(

实验组
-

N

U

滴度在第
"!

天及以后各时间点均明显高于狂犬病

病毒蛋白组$

!

$

#9#F

%!

7

次免疫后!两组均在第
;#

天还呈明

显上升趋势!高滴度抗体至少维持
6

周以上!提示
SE2

(

能明

显促进狂犬病病毒蛋白
-

N

U

的产生!见表
!

"

"9"

!

SE2

(

对小鼠的长期损害观察

"9"9!

!

一般症状
!

试验期间!

SE2

(

对照组+狂犬病病毒蛋白

组和
SE2

(

实验组动物一般活动+外观+食量+体质量等与空白

对照组比较均未见明显改变"试验结束后各组体质量较实验

开始时均有所增加!各时间点体质量与空白对照组比较差异均

无统计学意义$

!

%

#9#F

%"

"9"9"

!

血液学检查
!

受试动物
@[3

及分类+

J[3

+

%M

+

%1*

+

R3]

+

R3%

+

R3%3

+

ES\

等分别在各组间比较未见明显变化

$

!

%

#9#F

%!见表
"

"

"9"9#

!

血液生化检查
!

免疫后第
;#

天!

SE2

(

对照组
USZ

水平显著高于其余
5

组$

!

$

#9#F

%&空白对照组
UD

水平显著

高于其余
5

组$

!

$

#9#!

%&其他血液生化指标
[ZG

+

\3

+

\U

+

OS4S>3

+

\E

+

?

+

?

,

U

+

?2\

+

?S\

+

?SE

等各组间比较差异无

统计学意义$

!

%

#9#F

%!见表
5

"

"9"9$

!

脏器指数
!

对实验小鼠进行剖检!各组动物的主要器

官均未见明显病理性改变!受试小鼠脏器质量及脏器指数各组

间比较差异均无统计学意义$

!

%

#9#F

%!见表
7

"

#

!

讨
!!

论

脂多糖$

,)

(

&

(

&,

I

'+11C+D)80'

!

SE2

%具有很好的免疫调节潜

能-

F

.

!但
SE2

大多具有较强毒性!限制了它在医疗保健方面的

应用"细菌脂质
?

是
SE2

生物活性部分!近年研究较多的脂

质
?

衍生物000单磷酰脂质
?

具有强大的佐剂效应!而其毒

性只有
SE2

的
#9!B

!说明
SE2

可开发利用为人类健康服

务-

;>=

.

"有研究发现!

SE2

可刺激体内相应
\&,,

受体!引起不

同的免疫反应-

6

.

&不同细菌的脂质
?

结构不尽相同-

:

.

&脂质
?

的结构是决定细菌生物活性的一个重要因素-

!#

.

"本研究所用

的
SE2

(

来源于小麦粉中革兰阴性非致病菌000成团泛菌!经

鉴定!

SE2

(

至少有两种脂质
?

结构!其生物学活性较单种脂

质
?

结构的
SE2

要强-

!!

.

!它在体内不易降解!对肿瘤+溃疡+

烧伤+疱疹等多种疾病有很好的疗效-

!">!5

.

"经急性毒性+刺激

性+致敏性及遗传毒性试验!

SE2

(

未发现有相应毒性作用-

!7

.

!

给肿瘤患者皮内注射
SE2

(

显示有抗肿瘤活性且无不良反

应-

!F

.

!动物实验显示!

SE2

(

对免疫功能有明显的增强作

用-

!;

.

!且对乙型肝炎病毒表面抗原具有良好的佐剂效应-

5>7

.

"

提示
SE2

(

具有较好的临床应用潜能"

本研究结果显示!在本实验条件下!

SE2

(

与狂犬病病毒蛋

白合用能明显提高小鼠产生抗狂犬病病毒蛋白
-

N

U

水平!再次

验证了
SE2

(

的佐剂效应"另外!为了解本实验条件下
SE2

(

对小鼠机体是否有长期损害!实验期间观察记录了小鼠的一般

状况!观察结束时!处死动物采集相关标本进行了血液学+血生

化+脏器指数等检查"结果显示!各组未见明显损伤反应!动物

一般症状+血液学和血液生化+器官质量及脏器指数+解剖检查

等指标各组均无明显异常"个别血生化指标与对照组有差异!

考虑并非由
SE2

(

损伤所致!应为偶发现象"如
SE2

(

对照组

USZ

水平显著高于空白对照组+狂犬病病毒蛋白组及
SE2

(

实验组!但加同剂量
SE2

(

的
SE2

(

实验组与狂犬病病毒蛋白

组+空白对照组比较差异无统计学意义$

!

%

#9#F

%!这很难解

释
USZ

的变化与
SE2

(

的作用有关!具体有待进一步验证&而

空白对照组
UD

水平显著高于其余
5

组!可能是小鼠的自然病

变所致"

以上结果表明!在本试验条件下
SE2

(

对狂犬病病毒蛋白

具有良好的佐剂效应!

SE2

(

对小鼠机体未见明显的长期损害!

但由于受实验条件限制!暂时未能进行完整的小鼠亚急性毒性

实验!

SE2

(

的长期毒性尚有待进一步研究"本研究及前期研

究结果提示!

SE2

(

对多种人用疫苗蛋白具有良好的佐剂效应!

不仅可用于狂犬疫苗!也可用于其他疫苗!具有一定的广谱性!

同时具有安全性高+性质稳定+生产工艺简单等优点!是一种值

得深入研发的新型疫苗佐剂"
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